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@ Composes hydrosoiubles ddriv6s d'un homopolymdre ou copolymdre de Tanhydride maldique, et 
applications desdits composes au support de molecules biologlques. 



@ Compost hydrosoluble d6riv6 d'un honnopolym^re ou copoiym6re de Tanhydrlde mal6ique pr6sen- 
tant des fbnctions anhydrides disponibles et des fonctions anhydrides hydrolj^es, caract6ris6 en ce 
que les fonctions anhydride hydrolys6es consistent en des fonctions carboxyiiques et des fonctions 
dSnv^es de fonctions carboxyiiques portant un rteidu d'un compost rSpondant d la fonmule 1 : 

Cx Hy Az a (I) 

dans laquelle : 

— A est I'atome d'azote d'une fbnction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou Tatome de soufre 
d'une fonction thiol, 

— X, z et t ind6pendamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls. et 

— y est un nombre entier non nul, au moins 6gal d 5 quand A est un atome d'azote, et au moins 6gal d 
4 quand A est un atome de soufre. 
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La pr6sente invention concerne un compost hydrosoiuble d'un homopolym^re ou copolym^re de Tanhy^ 
dride mai§ique, un agent d'hydrophilisation d'un tel homopotym§re ou copolymdre, un proc6d6 pour prdparer 
ledit composd hydrosoiuble et enf in les applications du composd pr6pard. 

Les homopolymdres d'anhydride mal^ique ou oopolymdres d base tfanhydrfde mal6ique non iiydrolys^s 
sont Insoluble dans I'eau d plH neutre. ils deviennent peu ^ peu solubles par reaction d'hydroiyse en milieu 
aqueux, du fait de Touverture des cydes anhydride mal6ique par attaque nudSophQe des molecules d'eau sur 
les fbnctions anhydride et ouverture subs^quente des cydes avec production de fonctions carboxyliques. 

Une solubOisation directe en milieu aqueux par hydrolyse des fonctions anhydride pr6sente Pinconv^nient 
d'dtre un processus long et diff idlement contrdlable. En effet, on ne sait pas combien de fonctions anhydride 
sonL consommes pour "dissoudre" le polym^re. 

On sait par aQleurs que les homopolym^res ou copolym^res d'anhydride maidique sont solubles dans cer- 
tains sdvants organiques. 

B. SOLOMON et Y. LEVIN (Biotechnology and Bioengineering, vol. XVI. pages 11 61-1177 (1974)) ontd6crit 
un proc6d6 de couptage d'une enzyme d des copolym^res 6thyl6ne-anhydride mal6ique, selon lequel le co- 
polym6re d'anhydride mal6ique dissous dans de I'ac^tone d une concentration de 10 % (poidsA^oIume) est m6- 
Iang6 § une pr6paratbn enzymatique, pour la f bcatlon de cette derni^re sur le copolym§re. Par effet comp6titif 
entre les nnol^cules d'eau de la preparation enzymatique et les groupements amin^ de t'enzyme, on obtient 
une hydrolyse du copolym^re permettant d la fois sa dissolution et la f bcation de la fraction prot^ique. Cepen- 
dant, comma expliqud dans cette publication, il se forme un pr6clplt6 partiel du copolym^re 6thyl6ne-anhydride 
mal^ique au cours du m6lange de la solution organique contenant le copolym6re et de la solution prot6ique, 
ce qui n6cesstte une 6tape suppl^mentaire d'agitation pendant au moins une nuit, jusqu'd i'obtention de la dis- 
solution complete du pr6cipit6. Ce proc6d6 n'est done pas entidrement satisfaisant car II pr6sente des diff rcul- 
t&s techniques de mise en oeuvre dues d la formation de ce pr6dpit§. 

Une solution pour pallier ce probl^me pourrait dtre trouvde dans la publication de Ldon GOLDSTEIN et 
al. (InL J. Biochem. 2,448.1971, Water- insoluble d6rivatives of naringinase) qui consists ^ m6langer le copo- 
Iym6re d'anhydride mal^ique dans une solution contenant environ 50 6 70 % d'un solvent organique tel que 
rac6tone, le dimSthyifbrmamide (DMF) ou le dim^thylsulfoxide (DMSO) pour la dissdution complete du copo- 
lym^re et d ajouter la solution de oopolym^ d'anhydride maldique ainsi obtenue. ^ une solution aqueuse d'une 
enzyme pour la f bcation de cette derni^re sur le copolym6re. Une phase homog6ne est effectivement obtenue. 

Dependant, cette solution est partlculi^rement ddsavantageuse quand I'enzyme ou toute autre molecule 
biologique d fixer sur l'homopolym6re ou copolym6re est sensible au soh^ant organique. risquant d'etre par- 
tiellement voire totaiement d^natur^e et, de ce fait, perdre toute activity biologique. 

Selon DE-A-24 20 747, II est ddcrit un compose hydrosoiuble d6rlv6 d'un copolymdre anhydride mal6h 
que/6thyl6ne destlnd d Immobiliser des enzymes. 

Ce d^rivd pr6sente des fonctions anhydride hydrolys6es qui consistent en des fonctions carboxyliques por- 
tent un rdsidu d'une amine choisie parmi I'hydrazlne. le p,p'-diamino-diph6nyl-mdthane (MDA) et le diamino- 
1 ,6-hexane. La f bcation de I'une ou i'autre de ces amines sur ledit copdym^re lui confSre une certaine soiubilit6 
en phase aqueuse, permettant alnsi d'effectuer I'^tape de fixation de ('enzyme sur ledit d6riv6 en milieu 
aqueux. Cependant, avant I'dtape de f bcation, une 6tape suppldmentaire d'activation des groupements anhy- 
dride transformSs est n^cessaire. 

La pr^sente invention permet de rdsoudre les probi^mes posds par les solutions actuellement existantes. 
en apportant un compost hydrosoiuble d6riv6 d'un homopdym^re ou copdym^re d'anhydride maldique, dh 
rectement utilisable pour immobiliser une mdtojie biologique, sans qu'une ^tape pr6alable d'activation ne soit 
n^cessaire. 

Selon rinvention, ce compos6 prSsente des fonctions anhydride disponibles ou libres et des fonctions an- 
hydride hydrolys^es, les fbnctions anhydride hydrolysis consistent en des fonctions carboxyliques et des 
fbnctions ddriv6es de fonctions carboxyliques portant un r6sidu d'un compose r6pondant d la formula I : 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fbncbbn amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x. z et t inddpendamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul. au molns 6gal d 5 quand A est un atome d'azote, et au nrwins 6gal k 4 
quand A est un atome de soufre. 

Les fbnctions d6riv6es de fbnctions carboxyliques sont notamment choisies parmi les fonctions ester, ami- 
de, thiocarboxy. 

Quand A est I'atome d'azote, le compost I est avantageusement choisi parmi le tris(hydroxym6thyl) ami- 
nom6thane, r(aminc>-2-6thylamlno)-2-6thand, ramino-2-m6thyl-2-propanediol-1,3, la di6thanolamine, les po- 
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lypeptides et de pr6f6rence une polytyrbsine ou pdyglydne, le N-BOC-1v6-diaminoh6xane et les compost 
rdpondant aux fbrmutes g6n6rales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH2 
(III) HO-(CHz-CH2)n-0-(CH2-CH2)n-NH2 
5 (IV) HO(CHrCHrO)n-CHrCHrNH2 

dans iesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

De pr§f6renGe n est compris entre 1 et 10 et le composd II est choisi parmi rdthanolamlne et r(amino-2- 
6thoxy)-2-4thanol. 

Quand A est Tatome de soufre, le compose I est avantageusement le meicaptodthanol. 
10 Les composes hydrosolubles de Tinvention sontdes d6riv6s de copolym^res de Tanhydride mai§ique, choh 

sis parmi les poly (anhydride maldique-^thyldne), les poly (anhydride maiSlque-styrdne), les poly (anhydride 
mal^tque-propyfdne), les poly (anhydride mal6tque-m6thylvinyl6ther). 

De pr6f6rence, les copolym^es comprennent au moins 5 % de motifs anhydride maldlque. 
Le compost hydrosoluble est utilise seion I'lnivention pour immobiliser au moins une molecule biologlque, 
15 d laquelle il est 116 directement ou indirectement Ladite molecule biologique est notamment choisie parmi des 
protdines teiles que des anticorps ou des fragments d'anticorps ou des antig^nes; des polypeptides; des en- 
zymes; des petites molecules telles que des heptanes; des fragments d'acides nud^iques. 

Le terme "fragment d'adde nuddique" tel qu'utilisd dans la pr^ente invention, signifie un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, ou un oligonucleotide nature! ou de synthase, ou un fragment d'ADN ou d'ARN de synthase 
20 non modifie ou comprenant une ou plusieurs bases modifi^es telles que Tinosine, la m^thyl-S-d^soxycytidine, 
la dim6thylamino-5-d6soxyuridine, la d^soxyuridine, la dlamtno-2, G-purine, la bromo-5-d6soxyuridine ou toute 
autre base modifl6e. 

Ainsi pour immobiliser des prot^ines, le compost hydrosoluble de Tinvention est ajout6 d une solution pro- 
t^ique, les groupements amines des protdines rdagissant pour former des liaisons covalentes avec le compost 
25 d6riv6 de Thomopolym^re ou copolymdre, sur les fbnctions anhydride encore disponibles, c'est-d-dire les fbnc- 
tions anhydride non hydroiys^es. 

Selon un mode d'utilisation particuller du composd de rinventlon, ce dernier est fonctionnalls6 par inte- 
raction des fbnctions anhydride disponibies, avec des fonctions rSactives d'un agent de fonctionnalisation, les- 
dites fonctions r^actives 6tant notamment choisies parmi les fonctions amine, thiol et hydroxyie. 
30 Au sens de la pr^sente Invention, une fonctionnatisation est une modification chimique de rhomopolymdre 

ou copolym^re d'anhydride mal6ique par un agent de fonctlonnalisation, en vue de : 

1) son immobilisation directe ou indirecte sur un support solide : par immobilisation directe, on entend la 
fbcation par covalence ou adsorption passh^e de rhomopolymdra ou copolymdre sur ledit support solide 
pr6alablement fonctionnaHs6 ou non ; une immobliisation directe peut Stre r6ails6e au moyen d'un ligand, 

35 pr^alablement f 1x6 sur Thomopoiym^re ou copolymdre, puis fcx6 chimiquement sur ledit support solide ; 

par immobilisation indirecte, on entend I'interaction ligand/antiligand entre un ligand f 1x6 sur I'homopoly- 
m6re ou copolym6re, et I'antiligand ou ligand compldmentaire f bc6 sur le support solide. 

2) son marquage pour le d^tecter 

3) la fixation indirecte d'une molecule biologique sur ledit homopolym6re ou copolym6re. 

40 L'agent de fonctionnalisation est notamment choisi parmi les heptanes, des agents colorants, lumines- 

cents, f luorescents ou phosphorescents, etdes polym6res naturelsou synth6tiques notamment polypeptides, 
polysaccharides et prot6ines solubles en milieu organique et le N-B001t6-diaminohexane. 

Selon rinventlon, il ressort que si la liaison entre le compos6 de rinventlon et la ou les molecules biotogi- 
ques est indirecte, le compos6 est 1 16 d un agent de fonctionnalisation pouvant appartenirau groupe des agents 

45 dt6s ci-dessus, l'agent de fonctionnalisation 6tant Iui-m6me Ii6 6 la ou les mol6cules biologiques. 

En outre, le compos6 portent la ou les mol6cules biologiques, fbnctionnai is6 ou non, peut 6tre 116 direc- 
tement ou indirectement 6 un support solide. Le compo86 peut dtre directement 116 sur un support solide par 
un ligand notamment choisi parmi les polypeptides et la polytyrosine et la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diamt- 
nohexane. Quand la liaison entre le compos6 et le support solide est indirecte, le compos6 est 116 6 un agent 

50 de fonctionnalisation qui est 116 6 un agent de fonctionnalisation oompl6mentaire, ce dernier 6tant 116 d un sup- 
port solide. 

Selon I'invention, le compos6 r6pondant 6 la fbrmute .1 peut dtre 6 la fbis, l'agent d'hydrophiiisation et l'agent 
de fonctionnalisation, et est de pr6f6rence un polypeptide choisi parmi la polytyrosine et la polyglydne ou le 
N-BOC-1, 6-diaminohexane. 

55 Avantageusement, le support solide est choisi parmi les mat6riaux naturels, de synth6se modif i6s ou non 

chimiquement, et notanvnent parmi les latex, les polym6res du type polychlorure de vinyle. poly6thyl6ne, po- 
Iystyr6ne, polyacrylate et les copolym6res du type de ceux 6 base de styrdne. 

Le support solide peut 6tre sous la forme d'une plaque de mlcrotitration, d'un cdne. d'un tube, d'un puits, 

3 
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de billes ou analogues. 

La prteente invention concerns 6gaiement un agent d'hydrDphilisation d'un homopolym^re ou copolymdre 
de Tanhydride maldique, cet agent ndpondant k la fbrmule I : 

CxHyAzOt (I) 

5 dans laquelte : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primatre, secondalre ou tertiaire ou Tatonie de soufre d'une 
fonction thiol, 

- X, z et t inddpendamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au molns 6gal k 5 quand A est un atome d'azote, et au moins ^al k 4 
10 quand A est un atome de soufre. 

Uagent hydrophllisant est un compost soluble k la fols dans f'eau et en.mflieu organique, capable de se 
fixer sur ThomopolymSre ou copolym^re d'anhydride malSique pour lui conf6rer une totale solubility en phase 
majoritairement aqueuse. 

Un autre objet de rinvention est un proc6d6 pour obtenir un d^riv^ soluble en phase aqueuse k pH neutre, 
IS d'un homopolym^re ou copolym^re d'anhydride mal6ique consistant : 

- k dissoudre I'homopolym^re ou copolym^re dans un solvant organique anhydre et 

- k faire r6agir rhomopolym^re ou copolymdre en sdutton, avec Tagent hydrophillsant de rinvention, en 
phase organique. 

Pour la mise en oeuvre de ce proc6d6, et en particuller pour I'^tape de la dissofution, le solvant employ^ 
20 est de pn^f^rence de type aprotique polaire tel que le dim^thyiformamide (DMF), le dim^thylsulfoxide (DMSO), 
la pyridine, la 1,3-dim6thyl -3,4^5,6 tdtrahydro-2 (1H}-pyrimidinone, le dioxane, ou analogues. 

La quantity de soh/ant k employer depend de la nature chlmlque de rhomopolym6re ou copolymdre, de 
son poids moiyculaire et de la nature du solvant organique. Aussi pour deux polym^res de poids moiyculaire 
identique, le polymdre ie plus hydrophobe se dissoudra plus facilement dans le solvant organique. La quantity 
25 de solvant est au molns ygale k la quantity nycessaire pour dissoudre rhomopolymyre ou copolymyre k teno- 
pyrature ambiante, mais peut dtre supyrieure sans pour autant nuire au bon dyroulement du procydy.. 

Enf in, un dernier obJet de rinvention est un procydy pour Inrunoblliser une nrtoiycule biologique sur un ho- 
mopolymyie ou copolymyre de Tanhydride maiyique consistant : 

- k dissoudre Thomopolymyre ou copolymyre dans un solvant organique anhydre et 

30 - y faire ryagir I'homopolymyre ou copolymyre dissous avec un agent hydrophllisant selon rinvention, en 
phase organique et 

- k mettre en contact ie composy hydroisoluble obtenu avec la nraiycule bldoglque, en phase aqueuse. 

. Le procydy d'immobillsation de rinvention peut en outre oomprendre, avant ia mise en contact du composy 
hydrosotuble avec la moiycule biologique, une ytape de fonctionnalisation : 
3S -de rhomopoiymyre ou copolymyre d'anhydride maiyique, quand elie est effectuye avant I'ytape d'hy- 
drophilisation dudit homopoiymyre ou copolymyre 

- ou du composy hydrosoluble, quand elle est effectuye aprys I'ytape d'hydrophllisation de rhomopoiy- 
myre ou copolymyre. 

L'ytape de fonctionnalisation est effectuye en phase organique avec un agent de fonctionnalisation qui 
40 est avantageusement choisi parmi les haptynes, des agents colorants, lumlnescents, fluorescents ou phos- 
phorescents et des polymyres naturals ou synthytiques notamment polypeptides, polysaccharides et protyines 
solubles en milieu organique, etle N-B6c-1,6-diaminohexane. 

. La ryaction de fonctionnalisation a lieu k des tempyratures comprises entre -i- 4*^C et + 50^C, pryfyrentiel- 
lement entre 4^C et * 37''C, et plus couramment k tempyrature ambiante. Le temps de contact entre le ou 
45 les agents de fonctionnalisation et Thonnopolymyre ou copolymyre s'ychelonne entre 30 mn et 48 heures, pry- 
fyrentieliement entre une heure et24 heures. Une agitation du milieu ryactionnel n'est pas toujours indispen- 
sable. 

Les diffyrents objets de I'invention ainsi que leure caractyristiques et avantages sont k prysent illustrys 
par les exemples 1 d 6 suivants : 

50 

EXEMPLE 1 

Pryparation de composys hydrosolubles dyrivys de copolymyras de I'anhydride maiyique 

ss Le Tableau 1 suivant fait apparellre les conditions de pryparation d'un composy hydrosoluble dyrivy de 

trois copolymyres de I'anhydride maiyique respectivement A, B et C : 

Copolymyre A commercialisy par la Sociyty POLYSCIENCE sous la ryfyrence 3106 
Copolymyre B commercialisy par la Sociyty JANSSEN sous la ryfyrence 17.923 -77 
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Copolym^re C cx)iTmiei^alis6 par la Socl6t6 POLYSCIENCE sous la r6f6ren 

Selon ie proc^dd de I'mvention, le copolym^re est dissous dans un sotvant organique anhydre, le dlm6- 
thytfbrmamide (DMF) anhydre, puis Tagent hydrophQIsant, I'dthanolamine, est addltionnd en milieu organique. 
KJa quantit6 d employer d'agent hydrophDisant en gdnSral et d'^thanolamine en particulier pour cet exemple, 
5 depend de la nature chimique du polymdre ou copolym^re, de la concentration du polym^re ou copolyrndre 
dans la phase organique et du volume de la phase aqueuse. La quantity d'agent hydrophilisant ajout^ depend 
essentlellement de rhydrophilie Intrins&que du pqlym^re ou copolym^re. 

Ainsi, le Tableau 1 donne les quantitds d'dthanolamine n^cessaire pour que 100 jil de solution de compost 
hydrosoluble d6riv6 des copolym^res respectivement A, B et C, dllu6s dans 900 pJ de milieu aqueux, fburnls- 
10 sent une solution homogdne. 



TABLEAU 1 



20 



Copolymdre 50/50 anhydride mal6ique/P 


A 


. B 


C 


P 


styrfene 


styr^ne 


m6thylvlnyl-6ther 


Mw (masse moidculaire) 


1600 


50 000 


67 000 


quantity de copolymdre (mg) 


100 


50 


15 


DMF (ml) 


1 


1 


1 


dthandamine (pi) 


15 


7.5 


1 


% des fbnctions anhydride consommSes par T^thanolami- 
ne 


50 


60 


25 



EXEMPLE 2 

30 Immobilisation d*allerg6nes sur un compos6 hydrosoluble d6riv6 du copolym^re anhydride mal6ique/styr&- 
ne, B, de I'exemple 1, puis fixation sur des particules de latex fonctionnalis6 

A 1 ml d'une solution de 8 dans du DMF anhydre. on ajoute 7,5 pi d'^thanoiamlne, puis on agite pendant 
30 sec. Dans un tampon carbonate 1 00 mM pH 8,2, contenant 0,5 mg/ml d'exbBit aqueux Dactyle (Laboratoire 
35 des Stallerg^nes) on additionne success rvement 4 ^1 de solution de B dOu^e au 1/5 dans du DMF et 200 pi de 
suspension de latex amind d 5 % de taux de soltde (Soci^t^ BioM^rieux) pour obtenir, en final, un volume total 
de 1 ml. Apr&s agitation douce pendant 18 heures, le latex est centrifuge 5 mn ^ 8000 tpm dans une centrrfu- 
geuse Eppendorf. Le culot est repris dans uh tampon glycine 0,1 M ; NaCI 0,15 M ; pH8,2 ; BSA 5 g/l. 

40 * Test d'activltd des aliergdnes immobilises : 

Dans une plaque fiitrante de microtitration, (Soci6t6 Pall) on depose dans chaque puits 100 pi de suspen- 
sion de latex et 50 ^l de s6rum. Aprds 3 heures dincubation d temperature ambiante, on precede d 2 lavages 
en PBS-Tween par filtration sous vide. On introduit ensuite 100 pi d'anticorps anti-lgE marqud k la peroxydase 
45 de raifort et on laisse incuber 1 heure ^ temperature ambiante avant de laver deux fois. Ensuite, on ajoute 250 
pi de substratortho-phenyienedlamine. Apr^s 30 mn d'incubation, on bloque la reaction enzymatique par ad- 
dition de 100 }il de H2SO4, on f iltre dans une plaque de microtitration et la densite optlque du filtrat est iue sur 
un lecteur de plaques, d la longueur d'onde de 492 nm. 

Les resultats (exprimes en unite de D.O.) sont presentes dans le Tableau 2 suivant : 



55 
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TABLEAU 2 





SERUM NEGATIF 


SERUM POSmF 


T^moin LATEX sans 
copolym^e 


0.056 


0,387 


Allergfenes immobilisds sur 
copolymferc fix6 sur 
LATEX 


0,064 


1,050, 



Le syst&me pr^sente de faibles bruits de fond et ie signal specif ique est ^levS. 
EXEMPLE3 

20 immobilisation d'allergfenes sur un compos6 d6riv6 du cx)polymfere anhydride mal6lque/styr6ne, B, de 
l*exemple 1 , puis fixation dudit d6riv6 sur un support sollde 

* Fonctionnallsation par la biotlne puis hydrophilisation du copolym^re B 
On ajoute 1 ml de solution de B dans du DMF.anhydre d 1 mg de blotine hydrazlde (Pierce) et on 

laisse agirdeux lieures d temperature ambiante. Le copolymdre est utOlsabte tel quel sans aucune dtape 
de purification. 

A la solution de copoiym^re fbnqtionnalisd, on ajoute 7,5 ^l d'6thanolamine en tant qu'agent liydro- 
philisant 

* immobilisation d*allergdnes sur la partie non fonctionnallsSe du ddrivd du copolym&re B pr6par6 ci-des- 
sus: 

Ensuite on dilue le copolymSre ainsi obtenu au 1/10 dans ie DMF et Ton ajoute 2,5 fil de melange 
copolym^re-biotine S 0,5 ml de solution d'allerg^nes, extrait Dactyte (Laboratoire des Stallerg^nes) k. 
0,5 mg/ml en taux de prot^ines. Apr^s 4 heures d'incubation k temperature ambiante, on dialyse 18 heu- 
fesk* A^'C centre un tampon phosphate 20 mM pH 7,4. 

* Fbcation de la partie fonctlonhaiisee du derive du copolymdre B sur un support solide 
« Test d'activite des allergenes immobiiis6s : 

Aprds deux lavages en PBS Tween. on ajoute 50 ^1 de s^rum et on incube 2 heures k temperature 
ambiante. Aprds 2 nouveaux lavages, on ajoute 100 |il d'anticorps anti-lgE marque e la peroxydase, et 
on incube une heure k la mSme temperature. Aprds lavage, la reaction enzymatique a lieu pendant 30 
min k temperature ambiante. Aprds blocage par 1 ml d'acide sulfiirique, la lecture est effectuee d 492 
nm. 

Les resultats exprimes en unite de denslte optique sont les suivants : 
SERUM NEQATIF: 0,014 
SERUM POSITIF: 1.533 

Le systems ainsi obtenu presents un fares fa\b\e bruit de fond et un bon signal specifique. 



30 
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EXEMPLE 4 

immobilisation d'allergfenes sur un copolymere anhydride maieique/styr6ne fonctionnalise et hydrophilise 
so par le meme agent, ta polytyrosine 

* Fonctlonnalisation du copolymere : 

1 0 mg de copolymere styrene-anhydride maieique de potds moieculaire 360 000 sont dissous dans 
1 ml de DMF. On ajoute ensuite 1 ml d'une solution de polytyrosine (Sigma, polds moiecuiaire 27 000) 
65 e 2 mg/mi dans du DMSO. On laisse agir 3 heures k temperature ambiante. Le copolymere devient suf- 

fisamment hydrophile pourdtre utilise tel quel dans les conditions de fbcation d'allergenes mises au point 

• Immobilisation des allergenes : 

A 995 ^1 de solution d'aliergenes e 0,5 mg/ml (extrait Armoise du laboratoire des Stallergenes) dans 
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un tampon carbonate 100 mM pH 8^, on ajoute 5 |il de solution de oopolymdre fbnctionnaiis^. on Incube 
4 heures d temperature ambiante. 

* Test d'activitd des alterg^nes immobiilsds sur le compost hydrosoluble ddiivd de B f ix6 sur cdnes : 
Uallergdne ainsi pr6par6 est test6 sur le systdme VIDAS (Marque d6pos6e BioM6rieux) apr^ f bcation sur 

5 tes cdnes selon un protocoie d^ini par le fabriquant. 

Las rdsultats exprimds en unttds relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 
SERUM NEGATiF: 116 
SERUM POSITIF : 988 

10 EXEMPLE5 

Immobilisation d'allergfenes sur le compos6 hydrosoluble d6riv6 d'un copolymfere de I'anhydride mal6lque 
fonctionnalis6 et hydrophilis6 par le m§me agent, le NBOC-1,6-diamlnohexane 

IS * Fonctionnalisatlon et hydrophilisation du copolym^re : 

10 mg de copolym^re styr§ne-an hydride mal^ique de poids mol^culaire 360 000 sontdissous dans 
QJ ml de DMSO. On ajoute ensulte 0,3 nrti d'une solution d 3 mg/ml d'hydrochlorura de N-BOC-1,6-dia- 
minohexane (Fluka) dans du DMSO, contenant 10 fil de tridthylamine (Janssen) par ml de solvent On 
. laisse agir 3 heures d temperature ambiante. Le polymdre devlent suff Isamment hydrophile pour dtre 
20 utilise tel quel, ou dilue au demi dans du DMF, dans les conditions def bcation d'allergdnes mises au point. 

* Immobilisation des allergenes : 

A2490 ^l de solution d'allergenes e 0,5 mg/ml (extralt Dactyls du laboratoire des Stallergenes) dans 
un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 12,5 fii de solution de copolymere fbnctionnalise dilue 
au demi dans du DMF, on incube 4 heures e temperature ambiante. 
25 « Test d'activlte des allergdnes Immobilises : 

L'ailergene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (BioMerieux) apres fixation sur les cdnes selon 
un protocoie defini par le fabriquant 

Les resultats exprimes en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 
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SERUM FORTEMENT POSITIF (> 60) : 


13 827 




SERUM POSITIF (15) : 


3191 




SERUM FAIBLEMENT POSITIF (1 ,4) : 


. 1 568 
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SERUM TRES FAIBLEMENT POSITIF (0,44) : 


255 




SERUM NEGATIF : 


133 



Ces methodes d'immobDisation d'allergenes sur une phase solide selon Exemples 4 et 5 presentent un 
net avantage par rapport e celle decrite dans I'Exemple 3 en ce que, etant directes, elles ne necessttent pas 
Templol d'un anticorps antibiotine. Le protocoie est aise e mettre en oeuvre. 

EXEMPLE 6 

immobilisation d'anticorps monoclonaux anti-alpha-foeto-prot6ine (anti-AFP) surle compose hydrosoluble 
derive d'un copolymers de I'anhydride mal6ique B ou C de rexemple 1, fonctionnaiis6 par la biotine, puis 
f bcation sur support solide portent un anticorps anti-biotine 



* Fonctionnalisatlon du copolymers : 

Le copolymere B est fonctionnalise par la biotine et rendu hydrosoluble selon le prototype decrit 
dans I'Exemple 3. 

Le copolymere 0 est fonctionnalise et rendu hydrosoluble conrvne suit : 

A 1 ml de solution C, on ajoute 0,1 ml de solution de biotine hydrazide e 2,5 mg/ml. On laisse agir 
pendant deux heures, aprds quel le copolymere fonctionnalise est traite par I'ethanolamine. 

* Immobilisation des anticorps sur la partie non fonctionnaltsee du derive du copolymere B ou C prepare 
ci-dessus : 

A une solution d'anticorps e 0,5 mg/ml en final dans un tampon carbonate pH 8,2, 1 00 mM, on ajoute 
5 ^1 de solution de compose hydrosoluble fonctionnalise derive du copolymere B ou C. On incube 1 heure 
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k 37"* C avant de dialyser 4 heures d tsmp^rature ambiante contre du PBS. 

* Fixation de la partie fonctionnalis§8 du oomposd d6riv6 du copolymdre B ou C sur un support solide 
portant un anticorps antibiotine : 

Un anticorps antibiotine d raison de 2 |ig d'anticorps par puits estf bc6 sur une plaque de microtitra- 
5 tion (NUNC, nom commercial) durant 2 heures d 37*" C avant saturation en gelatine 0,5 %. On depose 

dans las puits de la plaque ainsi obtenue un volume de solution d'anticorps anti-AFP invnobllls6s; On 
iaisse 1 heure d 37**C. 

* Test d'activitd des anticorps immobilise : 

Aprte 3 lavages en PBS Tween, on introdult une gamme en antigdne (AFP). On laisse incuber 1 heure d 
10 37**C, on lave 3 fois en PBS Tween;- La presence de Tantig^ne est d6tect6e par un conjugu6 phosphatase al- 
caline - anticorps polydonai compl^mentaire. On incube 1 heure d 37*^0. La rdv^tation est effectu^ parte subs- 
trat paranttroph^nyl phosphate (pNPP). Aprte blocage avec NaOH 1N. la lecture s'effectue sur un iecteur de 
plaques, d une longueur d'onde de 405 nm. 

Les rdsultats obtenus sont montr^s dans la figure i. La courbe intitul^e P3 est celle de I'anticorps seul. 
15 On voit ainsi que ce dernier n'est pas, ou tr6s peu, adsort>d non spteif iquement par ia plaque de rhicrotitFation 
rev^tue d'anticorps antibiotine. 

La courbe intitul^e AMVE est ceile obtenue avec le copolym&re C nn6thylvinyl6ther-anhydride mal6ique. 
La courbe d^sign^ SAM est celle obtenue en utilisant le copolym^re B styr^ne-anhydride rnal6ique. Le co- 
polymdre m6thylvinyl6ther - anhydride ma!6ique donne des signaux plus forts (courbe AMVE) que le copoly- 
20 m^re styr^nean hydride mal^ique (courbe SAM); toute chose 6tant 6gale par ailleurs (concentration en anti- 
corps au moment du couplage, concentration en biotine sur le polym^re). 

Plus hydrophile que le copoiymdre styr^neanhydride mal6ique, le copolym^re m6thytvinyt6ther-anhydride 
mal6ique conserve mieux I'int6gritd de I'anticorps en ne provoquant qu'une faible d^naturatioh. 

25 EXEMPLE 7 

Utilisation d'un compos6 hydrosoluble d6riV6 du copolymfere anhydride mal61que/m6thyivinyl6ther, fonctlon- 
nalis6 par la biotine, comme amplfficateur chlmique 

30 Dans divers phdnom^nes biologiques, et tout partlcuii^rement dans le domaine du diagnostic, pour attein- 

dre des nlveaux de sensibility ^lev^, 11 peut dtre n^cessaire d'amplifier artif Iclellement un signal spSciflque 
(par exemple : detection de matdriel bblogique present en faible quantity tel que des ADN ou fragments d'ADN). 

Dans ce but, des quantit^s croissantes de blotine-hydrazlde (Pierce) ont 6td mises en r6actton avec le co- 
polym^re anhydride mal61que/m6thytvinytdther, C, de I'Exemple 2 pour obtenir des copolym^res fonctionnali- 
3S s6s. Ces dernlers ont ^t^ trartds par r^thanolamine pour conduire d des composes fonctionnailsds hydroso- 
iubles que Ton appelle poly-biotine. 

Dans des puits d'une plaque de microtitration (NUNC), on fbce une quantitd constante des diverses poly- 
biotines, par i'lnterm6dlaire d'un anticorps antibiotine, immobiiisd au fond des puits selon la m^thode d^crite 
dans I'exemple 5. La presence de la biotine est r^v^lde par un conjugud streptavidine - peroxydase qui se f bee 
40 en formant un comptexe avec la biotine. 

La detection, ^ I'aide de la streptavidine marquee, dilute 1/10 000 en PBS - gelatine 0,5 s'effectue de 
la fagon suivante : 

- incubation du conjugu^ streptavidine-peroxydase pendant une heure k 37*'C ; 

- 3 iavages en PBS Tween ; 

45 - ajout du substrat orthoph6nyl6nediamine (OPD), blocage par H2SO4 et lecture d 492 nm. 

La figure 2 montre te signal obtenu en fonction des quantitSs de biotine f bc^e sur le poly(m6thylvinyl6ther- 
anhydride mai6tque). On observe qu'O y a une amplification du signal par un fecteur 6 environ quand on passe 
de 0,05 mg de biotine d 1,5 mg de biotine pour 15 mg de polymdre. 

60 

Revendications 

1) Compost hydrosoluble d6riv6 d'un homopolym^re ou copolym^re de I'anhydride mal^ique pr^sentant 
desfonctions anhydride disponibles et des fonctions anhydride hydrolys6es. caract6ris6 en ce que les fonctions 
55 anhydride hydrolysdes consistent en des fonctions carboxyliques et des fonctions d6riv6es de fonctions car- 
boxyliques portant un r6sldu d'un compos6 rSpondant d la formula 1 : 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 
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- A est I'atome d'azote d'une fbnction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou ratome de soiifre d'une 
fonction thiol, 

- X, z et t inddpendamment les uns des atitres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins 6gal & 5 quand A est un atome d'azote, et au molns.6gal d 4 
quand A est un atome de soufre. 

2) Compost selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce que A est i'atome d'azote et le compost I est choisi 
parmi )e tris(hydroxym^thyi)aminom6thane. i'(amlno-2-6thylamlno)-2-6thanol. ramino-2-m6thyl-2-propane- 
diol-1,3, la di^thanoJamlne, les polypeptides et notamment polytyrosine ou polyglycine, le N-B0C-1,6-diami- 
nohexane et les composes r^pondant aux formules gdn^rales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH2 
(III) HO-(CH2-CH2)n-0-(CH2-CH2)n-NH2 
(IV) HO(CH2-CH2-0)n-CH2-CHrNH2 
dans lesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

3) Ck)mpos6 selon la revendication 2, caract^ris^ en ce que n est comprte entre 1 et 10 et le compost II 
est clioisi parmi Tdthanolamine et i'(amino-2-6thoxy)-2-6thanol. 

4) Compost selon la revendication 1, caractdris^ en ce que A est I'atome de soufre et le compost I est le 
mercaptodthanol. 

5) Compost seion ta revendication 1 , caract^risd en ce que les copolym&res de I'anhydride mai6ique sont 
choisis parmi les poly (anhydride mal6ique-6thyl6ne). les poly (anhydride mal§ique-styr6ne)i les poly (anhy- 
dride mal6lque-propyl6ne). les poly (anhydride mal6ique-m6thyivinyl6ther). 

6) Compose selon la revendication 5, caracti6ris6 en ce que le copolymers de Tanhydride mal6lque 
comprend au moins 5 % de motifs anhydride maldlque. 

7) Compost selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce qu'il est 116 directement ou indirectement k au moins 
une molecule biologique cholsie parmi les prot6ines, les anticorps, fragments d'anticorps ou antig^nes, les po- 
lypeptides, les enzymes, les hapt^nes, les fragments d'acides nuci6iques. 

8) Compos6 selon la revendication 1 ou 7, caract6ris6 en ce qu'il estfonctionnaiis6 par interaction des fonc- 
tions anhydride disponlbles, avec des fonctions r6actlves d'un agent de fonctionnaiisation, ledit agent de fbno- 
tionnalisatlon dtant choisi parmi les haptdnes, des agents colorants, luminescents, fiuorescents ou phospho- 
rescents et des poiymdres naturels ou synth^tiques notamment polypeptides, polysaccharides et prot6ines so- 
lubles en milieu organlque. et le N-BOO-1.&-diaminohexane. 

9) Compost selon la revendication 7 ou 8, caract6ris6 en ce qu'il est 116 d un agent de foncUonnalisation 
lui-mdme lid d une mddcule bbloglque. 

10) Composd selon la revendication 7 ou 8, caractdris6 en ce qu'il est ImmobHisd directement ou Indirec- 
tement sur un support solide. 

11) Compost selon la revendication 10, caract6ris6 en ce qu'O est immobilise sur un support solide par 
uh ligand choisi parmi la polytyrosine. la polyglycine et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

12) Compost selon la revendication 10, caract6ris6 en ce qu'il est 116 6 un agent de fonctlonnallsation lul- 
m§me ii6 6 un agent de foncUonnalisation compl6mentaire, ce dernier 6taht Iui-m6me Ii6 k un support solide. 

13) Compose selon la revendication 11, caract6ris6 en ce que le compose rdpondant d la fonnule I est d 
la fois I'agent hydrophiiisant et ['agent de fonctlonnallsation. 

14) Compose selon la revendication 13, caracterise en ce que I'agent hydrophiiisant est choisi parmi. la 
polytyrosine, la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

15) Agent d'hydrophilisation d'un honrapdymere ou copolymere de I'anhydride maieique caracterise en 
ce qu'il repond k la formula I : 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal d 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal 6 4 
quand A est un atome de soufre. 

16) Procede pour obtenir un derive soluble en phase aqueuse e pH neutre, d'un homopolymere ou copo- 
lymere d'anhydride maieique caracterise en ce que : 

- on dissout I'homopolymere ou copolymere dans un solvent organique anhydre et 

- on fait reagir I'homopolymere ou copolymere en solution, avec un agent hydrophiiisant, selon la reven- 
dication 15, en phase organlque. 

1 7) Procede pour imnrwbiliser une molecule biologique sur un homopolymere ou copolymere de I'anhydride 
maieique caracterise en ce que : 
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- on dissout rhomopolym^re ou copoiym^re dans un solvant organique anhydre. et 

- on fait r6agir rhomopofym^ ou copolymdre dissoiis avec un agent hydrophaisant selon la revendication 
15, en phase organique 

- on met en contact le compost hydrosolubie obtenu avec la molecule biologique, en phase aqueuse. 

18) Proc^d6 selon la revendication 17, caract6ris6 en ce qu'avant la mise en contact du compos6 hydro- 
soluble avec la molecule biologlque, on foncttonnallse Thomopolymdre ou copolymdre d'anhydride maldique 
au nioyen d'un agent de fonctlonnalisation, en phase organique. 
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